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摘要 近 些 年 CRISPR/Cas9 基因 编辑 技术 已 广泛 应 用 于 作物 遗传 育种 中 ， 经 过 拷贝 数 利 选 得 到 的 单 
拷贝 基因 编辑 株 系 ， 可 以 进行 遗传 分 离 获 得 具有 改良 性 状 但 不 携带 外 源 基 因 成 分 的 非 转 基因 植株 ， 
消除 转基因 安全 性 的 风险 。 目 前 拷贝 数 的 检测 主要 采用 Southern 杂交 ， 但 是 该 方法 存在 操作 复杂 ， 
需要 相对 大 量 的 植物 材料 等 缺点 ， 不 能 进行 高 通 量 的 筛选 。 为 建立 简便 高 效 的 基因 编辑 普 范 植株 中 
外 源 基 因 拷 贝 数 的 检测 体系 ， 以 内 源 性 基因 4PX (抗坏血酸 过 氧化 物 酶 基因 ) 作为 内 参 基 因 ， 外 源 
性 基因 FEP7 ( 潮 零 素 磷 酸 转移 酶 基因 ) 作为 目的 基因 ， 利 用 Taqman 法 的 实时 荧光 定量 PCR 技术 ， 
和 12 株 PDS 基因 ( 八 氛 番茄 红 素 脱 氮 酶 基因 ) 编辑 番茄 中 外 源 抗 性 基因 HPT 的 拷贝 数 为 1， 
步 建立 了 一 种 检测 基因 编辑 植株 中 外 源 基因 整合 拷贝 数 的 方法 ， 为 快速 可 靠 的 筛选 单 拷贝 改良 株 
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Establishment of Taqman Quantitative PCR System to Estimate 


Copy Numbers of Exogenous Transgene in Genome FEdited Tomato 
REN Shuang! ZHU Hong-liang” 

(College Of Food Science And Nutritional Engineering, China Agricultural University, Beijing 100083, China ) 
Abstract Recently, CRISPR/Cas9 genome editing technology has been broadly utilized to crop breeding. 
Genome-edited but transgene-free plants can be segregated away from To transgenic plants by Genetic 
separation, which will eliminate the risk of transgenic safety. Copy numbers of transgene which has been 
integrated into the transformed plant genome is a critical factor affecting the genetic separation of the 
offspring. Copy numbers are currently obtained by Southern blot analysis, but this method is complicated 
and requires relatively large amounts of plant materials. As to avoid these shortcomings, Real-time 
Fluorescent Quantitative Polymerase Chain Reaction provides a new solution. The endogenous ascorbate 
peroxidase (APX) is selected as reference gene. The exogenous hygromycin phosphortransferase (HP7) is 
selected as target gene. With the Taqman RT-PCR conditions, one copy was significantly estimated in the 


12 Genome edited tomatos of slyPDS (Phytoene desaturase). Initially, a sensitive and efficient detection 
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System is developed for estimating copy number in genome edited tomato, which laid a foundation for the 


rapid and reliable screening of Improved crops. 


Key words Real-time Fluorescent Quantitative PCR Taqman probe CRISPR/Cas9 genome edited 


tomato copy number 


近 些 年 基因 编辑 技术 得 到 了 飞速 发 展 山 ， 成 艇 规律 间隔 的 短 回 文 重复 序列 相关 核酸 
酶 9 系统 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 9， 
CAS9) 外 作为 组 装 简便 、 高 效 精准 的 基因 组 编辑 技术 ， 己 迅速 应 用 于 非 转 基因 作物 定向 
育种 中 ， 在 运用 该 技术 定点 修饰 获得 有 利 的 农业 性 状 后 ， 需 要 对 大 量 To 代 转 基因 植株 
进行 高 通 量 的 转基因 拷贝 数 鉴定 ， 对 筛选 到 的 单 拷贝 杂 合 型 转化 子 传代 分 离 ， 经 过 分 子 
选择 ， 最 终 获 得 只 含有 驾 位 点 编辑 而 不 含 转基因 片段 的 精准 遗传 改良 株 系 B]。 

目前 外 源 基 因 整 合 拷贝 数 的 检测 主要 采用 Southern 印迹 杂交 (Southern blot) 内， 同 
时 反 义 PCR (Inverse PCR ) 铝 、 微 滴 式 数字 PCR (Droplet Digital PCR ) 器、 多 重 连接 探 
针 扩 增 技术 (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MLPA ) [71、 微 阵列 (Micro 
array) [等 方法 也 可 用 于 拷贝 数 的 分 析 ， 传 统 Southern blot 存在 操作 复杂 、 价 格 昂贵 、 
需要 相对 大 量 的 实验 材料 和 试剂 仪器 、 甚 至 需要 使 用 到 放射 性 同位 素 等 缺点 9M09, 而 且 
也 有 文献 证 实 Southern blot 对 于 发 生 重 排 的 外 源 基因 检测 不 够 准确 [ 叫 ， 其 他 新 方法 也 都 
因 价 格 昂 贵 、 操 作 复 杂 难 以 广泛 应 用 。 

近年 来 实时 荧光 定量 PCR 技术 (Real-time Fluorescent Quantitative Polymerase Chain 
Reaction, qPCR ) 为 拷贝 数 检测 提供 了 新 方法 时， 实时 检测 这 光量 的 变化 ， 获 得 不 同样 
品 达 到 一 定 荧光 信号 时 所 需 的 循环 次 数 Cr 值 031, 进而 通过 计算 对 模板 进行 准确 定量 5。 
其 优点 有 : 可 以 对 20pg-10ng 的 转基因 成 分 进行 有 效 监测 03、 花 费 试 剂 仪器 少 、 节 省 劳 
力 和 时 间 09;， 还 可 对 外 源 基因 的 不 同 序列 进行 扩 增 ， 实 现 对 基因 重组 的 检测 上 

qPCR 最 常用 的 是 非特 异性 荧光 染料 法 〈 如 SYBR Green) 或 特异 性 菊 光 探 针 法 〈 如 
Taqman 探 针 ) 031， 奖 光 染 料 法 简便 易 行 、 成 本 低 ， 但 因 是 利用 染料 或 特殊 设计 的 引物 
来 指示 扩 增 的 增加 ， 其 特异 性 受到 质疑 18 ,而 Taqman 探 计 法 是 利用 与 误 序 列 特异 杂交 
的 探 针 进行 指示 ， 特 异性 高 09， 反 应 结束 后 也 不 需要 进行 寡 核 苷 酸 融 解 曲线 分 析 ， 缩 短 
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了 实验 时 间 PorD2l。 


qPCR 已 成 功 应 用 于 多 种 植物 外 源 基 因 找 贝 数 的 检测 中 ， 例 如 : 小 麦 (Triticum 
aestivum) D3]、 番 茄 〈Solazza lycopersicum) SYBR Green 工法 加、 大 豆 (Glycine max) 
P24"26、 和 棉花 (Anemone vitifolia Buch) PT 、 水 稻 (Oryza sativa) 0 等 等 。 番 茄 作为 重要 
的 转基因 受 体 植物 ， 虽 然 Mason23s] 在 2002 年 就 采用 了 Taqman qPCR 的 方法 来 检测 转 基 
因 鼻 茄 的 外 源 基 因 整 合 拷贝 数 ， 但 该 方法 计算 较 繁 琐 ， 有 竺 改进， 而 且 针 对 基因 编辑 番 
茄 材料 的 检测 研究 报道 较 少 。 

本 研究 利用 Taqman qPCR 技术 ， 以 PDS 基因 CRISPR/Cas9 编辑 番茄 植株 作为 实验 
材料 ,选择 内 源 性 基因 4PX 为 内 参 基因 ， 外 源 性 基因 HPT 为 目的 基因 ， 根 据 Cr 值 与 起 
始 模板 量 对 数值 的 反比 线性 关系 ， 对 目的 基因 、 内 参 基因 模板 数 进行 比较 得 出 植株 中 
PP7 基 因 的 拷贝 数 ， 初 步 建 立 一 种 检测 基因 编辑 植株 中 外 源 基 因 的 整合 拷贝 数 的 方法 ， 
为 获得 非 转基因 植株 黄 定 一 定 的 技术 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 
1.1.1 生物 材料 


CRISPR/Cas9 基因 编辑 PDS 系列 番 匣 植株， 培育 于 中 国 农业 大 学 实验 室 ， 该 系列 
是 通过 农 杆菌 介 导 的 植物 转化 方法 将 植物 表达 载体 pYLCRISPR/Cas9-PDS 转 入 到 番茄 
中 ， 载 体 的 构建 过 程 如 下 : 首先 ， 通 过 第 一 轮 PCR 将 每 个 靶 序 列 连接 到 相应 的 sgRNA 
表达 盒 中 , 再 进行 二 轮 PCR 扩 增 片段 以 及 诱导 靶 向 的 Bsa 工 限制 性 酶 切 位 点 ， 然 后 通过 
Golden Gate ligation 连接 方法 边 切 边 连 ,在 一 轮 克 隆 中 将 表达 盒 装 配 到 pYLCRISPR/Cas9 
双 元 载体 中 R99。 其 质粒 载体 图 如 下 : 


了 各 条 志 chinaBiotechnoogy 


adapted from pCAMBIA-1300 


right border T-DNA repeat 


1.1.2 试剂 与 仪器 
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1 PDS 基因 编辑 植物 表达 载体 


Fig.1 The recombinant expression plasmid of Genome editing of slyPDS 


CTAB 手提 法 提取 DNA 所 用 的 CTAB、 酚 、 和 氯仿 、 异 戊 醇 、 乙 醇 、 异 丙 醇 等 试剂 


均 购 于 畅 华 志 


诚 ， 实 时 荧光 定量 PCR 的 Mix 为 AQ401 Transtart Probe qPCR SuperMix 


购 于 Transgen 公司 ; 普通 PCR 试剂 : 2XEasyTaq PCR SuperMix、DL2000 DNA Marker 购 


于 Transgen 公司 ; 酶 切 试 剂 : EcoR I-HF、EndII-HF CutSmart Buffer 均 购 于 New England 
Biolabs 公司 ; 引物 和 探 针 均 由 北京 生 工 生物 技术 有 限 公司 合 成 ; PCR 仪 T100 Thermal 
Cycler 购 于 Bio-Rad; 实时 定量 PCR 仪 CFX96 Real-Time Syatem C1000 Thermal Cycler 


购 于 Bio-Rad。 


1.2 方法 


1.2.1 转基因 番茄 DNA 的 提取 
利用 CTAB 手提 法 提取 转基因 番茄 基因 组 DNA,， DNA 提取 情况 由 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
及 微量 分 光 光 度 计 检 测 确定 ，-20C 保 存 。 
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1.2.2 引物 和 探 针 的 设计 与 合成 

APX 的 探 针 和 引物 RC 时 、APT 的 控 针 0 来 自 于 文献 中 ，EP7 基 因 的 引物 用 PerlPrimer 
软件 根据 HPT 基因 序列 进行 设计 ， 由 北京 生 工 生物 技术 有 限 公司 合成 ， 探 针 5' 端 标记 
FAM 基 团 ，3' 端 标记 Elipse 基 团 ， 其 核 苷 酸 序列 、 扩 增长 度 见 表 1 和 2。 


表 1 Taqman real-time PCR 引物 序列 


Table 1 Primer pairs and probes for real-time quantitative PCR 


名 称 引物 方向 引物 序列 (5'-3') 引物 位 置 扩 增 长 度 
APXF 正 向 引物 TTTTACTTGTATATTCGAAGTGTGCCA 2817-2843bp 
93bp 
APXR 反 向 引物 ACAACTGCAAAATTAGAATCTAGTTGGTA 2881-2909bp 
HPTF 正 向 引物 GTACACAAATCGCCCGCAG 917-935bp 
111bp 
HPTR 反 向 引物 TCTATTTCTTTGCCCTCGGAC 1007-1027bp 


表 2 Taqman real-time PCR 探 针 序列 


Table 2 Probes for real-time quantitative PCR 


名 称 探 针 序 列 (5'-3') 探 针 位 置 
APXP TTTCACCTATCTGGACCAAGTTTTGGCAAG 2845-2874bp 
HPTP CGCCGATAGTGGAAACCGACGCCC 975-998bp 


1.2.3 ”PDS 系列 转基因 番 医 植株 4PX 和 HPT 基因 检测 
己 优 化 的 20 pL 反应 体系 : 10 的 茹 2 的 茄 植株 bix; 1 植株 正 向 引物 ; 1 引物 反 
向 引物 ， 适 量 DNA 模板 ; 灭 菌 水 将 体积 补 齐 至 20 p0。 
已 优化 的 扩 增 反应 条 件 : 94 '‘C 3min; 94 'C 30s, 58 'C 30s，72 'C 20s，30 
个 循环 。 
1.2.4 ”标准 品 的 制备 
选择 基因 编辑 番茄 植株 DNA 溶液 作为 标准 品 ， 根 据 其 DNA 浓度 和 长 度 计算 该 模 
板 的 copies/pL 值 后 ， 依 次 进行 系列 梯度 稀释 ， 至 少 有 4 个 梯度 ， 以 便 更 好 的 进行 标准 
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曲线 的 绘制 。 


1.2.5 ”Taqman qPCR 检测 HPT 拷贝 数 


20hL qPCR 反应 体系 : 10 pL Transtart Probe qPCR SuperMix; 0.4 HL 正 向 引物 ; 0.4 pL 
反 向 引物 ;0.4 pL 探 针 ; 1 kL DNA 模板 ， 灭 菌 水 将 体积 补 齐 至 20hL。 

扩 增 反应 条 件 〈 两 步 法 ): 94C 30s，94'C 5s，60'C 30s， 共 45 个 循环 。 每 个 试 样 
做 3 个 平行 ， 重 复试 验 3 次 。 
1.2.6 ”标准 曲线 的 构建 

因 目 的 基因 qPCR 反应 后 达到 荧光 阔 值 时 的 模板 量 为 : 


Xr = Xo X (1+ Ex)’™x = Kx 03] 
其 中 : Xr 是 扩 增 目的 基因 后 痰 光 达 到 阅 值 时 的 目的 基因 分 子 的 量 ; 
Xo 是 起 始 目 的 基因 分 子 的 量 ; 
Ex 是 PCR 反应 效率 ; 
Crx 是 目的 基因 分 子 扩 增 使 痰 光 信 号 到 达 阔 值 时 的 循环 数 ; 
Kx 在 公式 中 表示 一 个 常数 。 
而 该 公式 两 边 同 时 取 对 数 整理 后 得 到 ; 


lgXo=lgK— Crx X19 (1+ EX)D2] 


从 该 式 可 以 看 到 Crx 与 该 模板 的 起 始 拷贝 数 Xo 的 对 数值 存在 线性 关系 ， 起 始 模板 数 
越 多 ，Ct 值 越 小 ， 以 此 可 以 建立 目的 基因 的 标准 曲线 。 
同 理 ， 内 参 基因 的 定量 PCR 反应 的 公式 是 : 
Rr = Ro Xx (1 + Er)°T™R = Kr [3] 
内 参 基因 的 标准 曲线 为 : 


lgRo=lgKr— Crr X lg (1+ Er) 
所 以 通过 qPCR 程序 得 到 标准 品 的 Cr 值 和 扩 增 曲线 ， 根 据 不 同 拷贝 数 标准 品 的 Cr 
值 为 纵 坐 标 ， 拷 贝 数 的 自然 对 数 〈Log starting quantity) 为 横 坐 标 绘制 标准 曲线 ， 分 别 
得 到 目的 基因 和 内 参 基因 的 标准 曲线 和 线性 方程 。 


chinaXiv:201707.00701v1 
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1.2.7 ”转基因 拷贝 数 的 计算 

每 一 个 被 检测 样本 在 达到 效 值 时 都 有 一 个 循环 数 Cr， 将 Ct 值 代入 标准 曲线 中 得 到 
该 样本 的 起 始 模板 量 ， 目 的 基因 与 内 源 基 因 起 始 模板 量 的 比值 即 是 目的 基因 的 拷贝 数 ， 
即 Xo/R。。 

标准 品 可 以 选择 质粒 溶液 ， 但 因 秋 茄 为 双 倍 体 植物 ,番茄 单 倍 体 基 因 组 中 4PX 是 单 
拷贝 的 ， 所 以 以 质粒 作为 标准 品 的 时 候 ，X0/Ro 值 X 2 才 为 目的 基因 在 该 植株 基因 组 中 
的 拷贝 数 0。 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 基因 编辑 植株 表 型 

基因 编辑 番茄 的 植株 表 型 结果 见 图 2， 图 2A 为 野生 型 的 正常 植株 ， 叶 片 雄 绿 ， 而 
图 2B 为 利用 CRISPR/Cas9 技术 进行 基因 编辑 后 的 植株 ， 组 织 基本 呈 白 色 ， 通 过 植株 的 
表 型 可 以 进一步 确定 实验 样本 均 为 表 型 明显 的 基因 编辑 植株 。 


2 基因 编辑 植株 中 的 白化 表 型 


Fig.2 Typical albino phenotypes of the genome edited AC lines regenerated from callus. 


A: 正常 愈 伤 组 织 B: 白化 表 型 愈 伤 组 织 


A: normal callus B: typical albino callus 


2.2 Cas9 蛋白 基因 检测 结果 
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对 基因 编辑 番茄 DNA 进行 Cas9 蛋白 基因 的 检测 , 目的 扩 增 基因 片段 长 度 为 536bp， 


电泳 结果 如 图 3，3~14 泳 道 为 PDS 系列 转基因 实验 材料 ， 特 异性 条 带 单 一 且 扩 增 条 带 


日 示人 
大 小 一 致 ， 进 一 步 确定 所 用 的 转基因 植株 为 CRISPR/Cas9 技术 进行 基因 编辑 后 的 植株 。 
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3 Cas9 基 因 PCR 检测 
Fig. 3 PCR identification of Cas9 gene 


1: 2000bp DNA Marker ”2: 阴性 对 照 ， 野 生 型 植株 


3 一 14: PDS 系列 转基因 实验 材料 


1: 2000bp DNA Marker 2: Negative control, WT 3 一 14: The PDS transgenic lines 


2.3 目的 基因 HPT 检测 结果 


HPT 基因 PCR 检测 结果 如 图 4，5~16 泳 道 为 PDS 系列 转基因 实验 材料 ， 结 果 显 示 


二 实验 材料 DNA 扩 增 均 呈 阳性 ， 特 异性 条 带 单 一 ， 且 扩 增 条 带 大 小 应 为 111bp， 与 电 沪 


中 显示 的 大 小 相符 ， 证 明 样本 植株 均 为 转基因 植株 ， 可 以 用 于 后 续 的 实验 。 
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4 HPT 基因 PCR 检测 


Fig. 4 PCR identification of HPT gene 


1: 2000bp DNA Marker ”2: 空白 对 照 ， 水 


3: 阴性 对 照 ， 野 生 型 植株 。” 4: 阳性 对 照 ， 质 粒 


5 一 16: PDS 系列 转基因 实验 材料 


1: 2000bp DNA Marker 2: Blank control, water 3: Negative control, WT 4:Positive control, plasmid 5~16: The PDS transgenic lines 


2.4 内 参 基因 4PX 检测 结果 


APX 基因 PCR 检测 结果 如 图 5，4~15 泳 道 为 PDS 系列 转基因 实验 材料 ， 结 果 显 示 
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实验 材料 DNA 扩 增 均 呈 阳性 ， 特 异性 条 带 单 一 ， 且 其 扩 增 条 带 大 小 93bp， 与 电泳 图 中 
显示 的 大 小 相符 ， 证 明 内 源 基因 4PX 的 可 靠 性 ， 为 后 续 实 验 莫 定 了 基础 。 


2 2 3 4 -A 


2000bp 
1000bp 
750bp Wo 
500bp 
250bp 
100bp a 
5 APX 基 因 PCR 检测 
Fig.5 PCR identification of4PX gene 
1: 2000bp DNA Marker ”2: 空白 对 照 ， 水 3: 阴性 对 照 ， 野 生 型 植株 4 一 153: PDS 系列 转基因 实验 材料 
1: 2000bp DNA Marker 2: Blank control, water 3: Positive control, WT 4~15: The PDS transgenic lines 


2.5 APX 和 HPT 标准 曲线 


标准 品 是 得 到 标准 曲线 的 前 提 ， 对 于 标准 品 ， 首 先 要 求 纯度 高 ， 其 次 因 起 始 模 板 量 
越 高 ， 结 果 的 重复 性 越 差 ， 所 以 起 始 模板 量 不 宜 太 高 ， 使 其 满足 Cr 值 在 15 一 30 之 间 ， 
且 Cr 值 范围 要 覆盖 所 有 待 测 样品 所 测量 的 Cr 值 。 基 于 标准 品 DNA 所 做 的 标准 曲线 是 
定量 分 析 的 关键 ， 内 参 基 因 的 标准 品 可 以 选择 非 转基因 植株 的 DNA， 也 可 以 选择 转 基 
因 植 株 的 DNA， 外 源 基因 则 可 以 选择 转基因 植株 的 DNA 或 质粒 溶液 ， 但 Song 等 B9 认 
为 ， 理 想 的 标准 品 应 是 用 Southern 杂交 已 准确 测 得 插入 外 源 基因 拷贝 数 的 植物 基因 组 
DNA。 

在 通过 线性 方程 计算 外 源 基因 找 贝 数 之 前 , 需要 通过 线性 相关 系数 R? 和 扩 增 效率 EE 
来 验证 标准 曲线 的 正确 性 。R? 大 于 0.98 时 才能 表明 标准 曲线 可 靠 可 用 ， 同 时 根据 公式 
1+E=10-S(S 是 Slope， 即 标准 曲线 的 斜率 ) 计算 出 扩 增 效率 E03， 扩 增 效 率 与 很 多 因 
素 有 关 ， 例 如 引物 的 好 坏 、 标 准 品 的 纯度 浓度 等 等 ， 当 扩 增 效率 为 100% 时 ， 和 斜率 等 于 
-3.32， 实 际 上 ，-3.743 至 -3.008 范围 之 间 的 斜率 都 是 可 以 接受 的 B01， 即 扩 增 效率 为 0.85 
至 1.15， 从 而 保证 qPCR 实验 的 准确 

HPT 和 A4PX 基因 扩 增 曲线 与 标准 曲线 示例 如 图 6、7， 扩 增 曲 线 呈 一 组 间距 相等 的 
平行 曲线 ， 扩 增 重复 性 良好 ，3 个 技术 重复 之 间 基 本 重合 ， 实 验 重 复 性 良好 ; 标准 曲线 


— 
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得 到 的 娘 在 0.9882 一 0.9990 之 间 ， 相 关 性 良好 ; 斜率 在 3.1044 一 -3.5184 之 间 ， 扩 增 效 
率 良 好 ， 可 以 进行 找 贝 数 的 计算 。 


HPT 扩 增 曲线 


HPT 标 准 曲 线 


ee 


R2=0. 9957 


2 4 
起 始 模板 量 对 数值 


图 6 HPT 标准 曲线 


Fig.6 Standard curve of HPT gene 


4PX 扩 增 曲线 
4PX 标 准 曲线 


y=-3. 491+42. 23 


R2=0. 9957 


1 2 3 4 


起 始 模板 量 对 数值 


7 4PX 标准 曲线 


Fig.7 Standard curve of APX gene 
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2.6 Taqman qPCR 检测 目的 基因 HP7T 找 贝 数 


Taqman qPCR 检测 基因 编辑 番茄 植株 ， 重 复 实验 3 次 ， 结 果 显 示 有 12 株 番 茄 植株 
的 拷贝 数 为 1， 通 过 实验 筛选 到 了 靶 基 因 PDS 编辑 效果 显著 且 单 拷贝 的 转基因 植株 ,后 
续 可 以 将 其 用 于 非 转 基因 遗传 育种 中 , 运用 分 离 的 方法 得 到 只 含有 靶 位 点 编辑 而 不 含 转 
基因 片段 的 精准 遗传 改良 株 系 。 
表 3 转基因 植株 中 WPT 基因 的 拷贝 数 计算 结果 


Table3 Estimation of copy number in transgenic tomato under HPT gene 


样本 名 称 拷贝 数 (重复 1) 拷贝 数 (重复 2) 拷贝 数 ( 重 复 3) 拷贝 数 结果 
PDS-1 1.0 0.97 0.99 1 
PDS-2 1.05 .15 0.87 1 
PDS-3 1.06 .19 0.90 1 
PDS-4 0.95 .04 0.82 1 
PDS-5 1.08 .12 0.92 1 
PDS-6 1.20 .19 1.01 1 
PDS-7 0.91 0.88 0.94 1 
PDS-8 1.03 1.09 1.01 1 
PDS-9 1.09 1.02 1.09 1 
PDS-10 1.02 0.98 0.97 1 
PDS-11 1.14 1.10 1.12 1 
PDS-12 1.08 1.05 1.08 1 


3 “讨论 


3.1 Taqman qPCR 技术 建立 可 靠 的 拷贝 数 检测 体系 
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本 研究 以 基因 编辑 番茄 为 材料 发 现 ， 利 用 Taqman qPCR 技术 检测 的 CRISPR/Cas9 
转基因 番茄 HPT 描 贝 数 结果 , 与 杨 立 桃 、 魏 鹏 程 等 人 用 Taqman 方法 检测 的 转基因 水 稻 
外 源 基因 HPT 拷贝 数 的 结果 十 分 接近 。 从 DNA 提取 、 引 物 和 探 针 的 设计 、 实 时 定量 
PCR 体系 及 反应 参数 、 平 行 实验 之 间 的 重复 性 、 数 据 处 理 等 方面 环 环 控制 实验 ， 建 立 了 
一 种 利用 Taqman 实时 荧光 定量 PCR 检测 基因 编辑 番茄 植株 外 源 基因 拷贝 数 的 方法 。 

实验 证 明 这 种 方法 可 以 在 早期 高 通 量 进行 有 研究 价值 植株 的 筛选 和 鉴定 , 一 般 转 基 
因 植 物 的 愈 伤 组 织 经 过 筛选 分 化 后 的 苗 细 弱 且 生育 期 较 长 ,不 适宜 大 量 取材 来 提取 DNA 
进行 Southern blot， 以 至 于 不 能 及 早 进 行 拷贝 数 检测 ， 而 Taqman 实时 荧光 定量 PCR 解 
决 了 传统 方法 费时 费力 、 浪 费 实验 材料 、 所 用 仪器 多 的 缺点 ， 在 早期 筛选 到 遗传 稳定 的 
单 拷贝 基因 编辑 植株 ， 而 后 对 精准 改良 的 转基因 植株 进行 自 交 或 回 交 ， 分离 出 只 含有 壮 
位 点 编辑 而 不 含 转基因 片段 的 遗传 改良 株 系 。 

众所周知 ， 转 基因 作物 的 食品 安全 性 和 环境 安全 性 问题 ， 主 要 来 自 导 入 植物 体内 的 
外 源 目 的 基因 和 标记 基因 ， 而 获得 的 品种 中 不 含有 人 工分 离 和 修饰 过 的 外 源 DNA， 该 
育种 方法 改变 的 是 基因 序列 与 传统 自然 诱 变相 同 ， 得 到 的 是 非 转 基因 作物 ， 所 以 在 定向 
改良 作物 的 同时 ， 还 消除 了 转基因 安全 性 的 风险 ， 在 作物 育种 中 具有 良好 的 应 用 价值 。 
在 应 用 非 转 基因 作物 育种 时 很 重要 一 个 前 提 就 是 获得 单 拷贝 的 基因 编辑 植株 , 高 通 量 的 
Taqman 实时 荧光 定量 PCR 筛选 方法 推动 了 高 效 的 非 转基因 作物 育种 工作 。 但 实验 设计 
也 有 一 点 不 足 的 地 方 ,如 用 Southern blot 进行 二 次 验证 可 以 更 有 效 的 对 该 体系 进行 评估 。 


3. 2 优化 反应 体系 和 反应 条 件 


影响 反应 重复 性 较为 关键 的 因素 就 是 其 扩 增 效率 , 为 了 使 反应 体系 达到 最 佳 扩 增 效 
率 ， 可 以 进行 反应 体系 和 条 件 的 优化 ， 即 调整 引物 和 探 针 的 浓度 、 目 的 基因 的 初始 浓度 
纯度 等 等 。 

大 引物 浓度 太 低 ， 会 致使 反应 不 完全 ; 引物 浓度 太 多 ， 则 会 发 生 错 配 而 且 产 生 非 特 
异性 产物 的 可 能 性 大 大 增加 ; 奉 探 针 浓度 太 低 ， 灾 光 信 号 较 弱 ; 探 针 浓度 太 高 ， 会 影响 
信 噪 比 03。 其 优化 的 过 程 一 般 是 通过 一 系列 梯度 浓度 的 探 针 和 引物 的 正 交 预 实验 来 确定 
两 者 的 相对 量 ， 而 每 一 个 体系 中 ， 可 以 产生 最 高 痰 光 信号 和 最 低 Cr 值 的 引物 和 探 针 的 
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最 低 浓 度 , 即 为 最 佳 的 引物 和 探 针 浓度 。 本 研究 中 对 杨 立 桃 文献 中 的 反应 体系 进行 改进 ， 
将 反应 体积 缩小 为 20 pL, 引物 浓度 从 500 nmol/L 调整 为 200 nmolL, 将 探 针 浓度 从 300 
nmolL 调整 为 200 nmolJL， 既 节省 了 试剂 又 保证 了 反应 的 灵敏 度 以 及 较 好 的 扩 增 效率 ; 
因为 扩 增 片段 较 短 ， 仍 选择 两 步 法 扩 增 ， 扩 增 条 件 将 循环 数 降 低 为 30 个 ， 防 止 信号 放 
大 引起 信 噪 比 的 增 大 和 非特 异性 扩 增 。 

对 于 样品 ， 首 先 要 保证 其 纯度 ，DNA 提取 过 程 中 的 氯仿 : 异 成 醇 的 反复 抽 提 有 助 
于 提高 样品 纯度 ， 其 次 因 初 始 找 贝 数 越 高 ， 结 果 的 重复 性 越 差 ， 所 以 初始 拷贝 数 不 宜 太 
高 并 使 其 满足 Cr 值 在 20~35 之 间 ， 若 小 于 20 需 稀释 选 择 更 低 的 样品 浓度 ， 若 大 于 35 
需 浓 缩 选择 更 高 的 样品 浓度 。 以 本 研究 中 的 样品 为 例 ， 实 验 结果 发 现 起 始 拷贝 数 在 
104103 个 /HL 之 间 时 ， 数 据 具 有 较 好 的 线性 关系 以 及 扩 增 效率 ， 超 出 这 一 范围 时 实时 定 
量 反应 的 灵敏 度 有 所 下 降 ， 这 时 如 果 标 准 样品 按 4 个 10 倍 梯度 进行 稀释 而 超过 这 一 范 
围 时 ， 可 以 通过 5 个 标准 品 5 倍 梯度 稀释 的 方法 来 改进 优化 。 


4 ”结论 


本 研究 以 CRISPR/Cas9 基因 编辑 番茄 为 材料 , 选择 抗 性 基因 HP7 为 外 源 目 的 基因 ， 
选择 番茄 单 拷贝 基因 4PX 作 为 内 源 参 照 基因 ， 利 用 Taqman 实时 定量 PCR 技术 建立 一 
种 外 源 基因 拷贝 数 的 检测 体系 。 结 果 表 明 该 体系 是 一 种 快速 可 靠 的 方法 ， 为 检测 基因 编 
辑 植株 中 外 源 基 因 的 整合 拷贝 数 提供 了 有 效 手 段 , 避免 了 传统 Southern 杂交 方法 费时 费 
力 、 需 要 样品 多 的 缺点 ， 可 以 借 此 高 通 量 筛 选 出 单 拷贝 的 CRISPR/Cas9 基因 编辑 植株 ， 
并 更 好 的 进行 下 一 步 非 转基因 遗传 育种 工作 ， 分 离 得 到 无 转基因 片段 的 改良 作物 品种 ， 
在 遗传 育种 领域 十 分 有 意义 。 
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